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Verfahren zur Herstellung von L-Aminosauren unter 
V rwendung von StSmmen der Familie Enterobacteriaceae 

Diese Erfindung betrifftein Verfahren zur Herstellung von 
L-Aminosauren, insbesondere L-Threonin, unter Verwendung 
5 von Stammen der Familie Enterobacteriaceae, in denen das 
rseB-Gen vers tar kt wird. 

Stand der Technik 

L-Aminosauren, insbesondere L-Threonin, finden in der 
Humanmedizin und in der pharmazeutischen Industrie, in der 
10 Lebensmittelindustrie und ganz besonders in der 
Tierernahrung Anwendung. 

Es ist bekannt, dass L-Aminos&uren durch Fermentation von 
Stammen der Enterobacteriaceae, insbesondere Escherichia 
coli (E. coli) und Serratia marcescens, hergestel It werden. 

15 Wegen der grofien Bedeutung wird standig an der Verbesserung 
der Herstellverf ahren gearbeitet. Verf ahrensverbesserungen 
k6nnen f ermentationstechnische MalSnahmen, wie z.B. Riihrung 
und Versorgung mit Sauerstoff, oder die Zusammensetzung der 
Nahrmedien wie z,B. die Zuckerkonzentration wahrend der 

20 Fermentation, oder die Aufarbeitung zur Produktform, durch 
z.B. Ionenaustauschchromatographie, oder die intrinsischen 
Leistungseigenschaf ten des Mikroorganismus selbst 
betref f en. 

Zur Verbesserung der Leistungseigenschaf ten dieser 
25 Mikroorganismen werden Methoden der Mutagenese, Selektion 
und Mutantenauswahl angewendet. Auf diese Weise erhalt man 
Stamme, die resistent gegen Antimetabolite wie z.B. das 
Threonin-Analogon a-Amino-p-Hydroxyvaleriansaure (AHV) oder 
auxotroph fiir regulatorisch bedeutsame Metabolite sind und 
30 L-Aminosauren wie z.B. L-Threonin produzieren. 

Seit einigen Jahren werden ebenfalls Methoden der 
rekombinanten DNA-Technik zur Stammverbesserung L- 
Aminosauren produzierender Stamme der Familie 
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Enterobacteriaceae eingesetzt, indem man einzelne 
Aminosaure-Biosynthesegene amplifiziert und die Auswirkung 
auf die Produktion untersucht. Zusammenf assende 
Inf ormationen- zur Zell- und Molekularbiologie von 
5 Escherichia coli und Salmonella sind in Neidhardt (ed) : 
Escherichia coli and Salmonella, Cellular and Molecular 
Bilogy, 2 nd edition, ASM Press, Washington, D.C., USA, zu 
finden. 

Aufgabe der Erfindung 

10 Die Erfinder haben sich die Aufgabe gestellt, neue 

MaSnahmen zur verbesserten f ermentativen Herstellung von L- 
Aminosauren, insbesondere L-Threonin, bereitzustellen. 

Beschreibung der Erfindung. 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur 
15 f ermentativen Herstellung von L- Aminosauren, insbesondere 
L-Threonin, unter Verwendung von Mikroorganismen der 
Familie Enterobacteriaceae, die insbesondere bereits L- 
Aminosauren produzieren, und in denen die fur das rseB-Gen 
kodierende Nukleotidsequenz verstarkt wird. 

20 Werden im folgenden L- Aminosauren oder Aminosauren erwahnt, 
sind damit eine oder mehrere Aminosauren einschlieSlich 
ihrer Salze, ausgewahlt aus der Gruppe L-Asparagin, L- 
Threonin, L-Serin, L-Glutamat , L-Glycin, L-Alanin, L- 
Cystein, L-Valin, L-Methionin, L-Isoleucin, L-Leucin, L- 

25 Tyrosin, L-Phenylalanin, L-Histidin, L-Lysin, L-Tryptophan 
und L-Arginin gemeint . Besonders bevorzugt ist L-Threonin. 

Der Begriff *Verstarkung" beschreibt in diesem Zusammenhang 
die Erhohung der intrazellularen Aktivitat oder 
Konzentration eines oder mehrerer Enzyme bzw. Proteine in 
30 einem Mikroorganismus , die durch die entsprechende DNA 

kodiert werden, indem man beispielsweise die Kopienzahl des 
Gens bzw. der Gene erhoht, einen starken Promotor oder ein 
Gen oder Allel verwendet, das fur ein entsprechendes Enzym 
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bzw. Protein mit einer hohen Aktivitat kodiert und 
gegebenenfalls diese MaSnahmen kombiniert. 

Durch die MaSnahmen der Vers tarkung, insbesondere 
Uberexpression, wird die Aktivitat oder Konzentration des 
5 entsprechenden Proteins im allgemeinen um mindestens 10%, 
25%, 50%, 75%, 100%, 150%, 200%, 300%, 400% oder 500%, 
maximal bis 1000% oder 2000% bezogen auf die des Wildtyp- 
Proteins beziehungsweise der Aktivitat oder Konzentration 
des Proteins im Aus gangs -Mikroorganismus erhoht. 

10 Das Verfahren ist dadurch gekennzeichnet , dass man folgende 
Schritte durchfuhrt: 

a) Fermentation der die gewiinsehte L-Aminosaure 
produzierenden Mikroorganismen der Familie 
Enterobacteriaceae, in denen man das rseB-Gen oder 

15 dafiir kodierende Nukleotidsequenzen verstarkt, 

insbesondere iibere^rimiert , 

b) Anreicherung der gewiinschten L-Aminosaure im Medium 
oder in den Zellen der Mikroorganismen, und 

c) Isolierung der gewiinschten L-Aminosaure wobei 
20 gegebenenfalls Bestandteile der Fermentationsbruhe 

und/oder die Biomasse in ihrer Gesamtheit oder 
Anteilen (> 0 bis 100%) davon im Produkt 
verbleiben. 

Die Mikroorganismen, die Gegenstand der vorliegenden 
25 Erfindung sind, konnen L-Aminosauren aus Glucose, 
Saccharose, Laktose, Fructose, Maltose, Melasse, 
gegebenenfalls Starke, gegebenenfalls Cellulose oder aus 
Glycerin und Ethanol herstellen. Es handelt sich um 
Vertreter der Familie Enterobacteriaceae, ausgewahlt aus 
30 den Gattungen Escherichia, Erwinia, Providencia und 

Serratia. Die Gattungen Escherichia und Serratia werden 
bevorzugt. Bei der Gattung Escherichia ist insbesondere die 
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Art Escherichia coli und bei der Gattung Serratia 
insbesondere die Art Serratia marcescens zu nennen. 

_ Geeignete, insbesondere L-Threonin produzierende Stamme der 

Gattung Escherichia, insbesondere der Art Escherichia coli 
5 sind beispielsweise 

Escherichia coli TF427 
Escherichia coli H4578 
Escherichia coli KY10935 
Escherichia coli VNIIgenetika MG442 
10 Escherichia coli VNIIgenetika Ml 

Escherichia coli VNIIgenetika 472T23 
Escherichia coli BKIIM B-3996 
Escherichia coli kat 13 
Escherichia coli KCCM-10132. 

15 Geeignete L-Threonin produzierende Stamme der Gattung 
Serratia, insbesondere der Art Serratia marcescens sind 
beispielsweise 

Serratia marcescens HNr21 
Serratia marcescens TLrl56 
20 Serratia marcescens T2000. 

L-Threonin produzierende Stamme aus der Familie der 
Enterobacteriaceae besitzen bevorzugt, unter anderen, ein 
Oder mehrere der genetischen bzw. phanotypischen Merkmale 
ausgewahlt aus der Gruppe: Resistenz gegen a-Amino-p- 

25 Hydroxyvaleriansaure, Resistenz gegen Thialysin, Resistenz 
gegen Ethionin, Resistenz gegen a-Methylserin, Resistenz 
gegen Diaminobernsteinsaure, Resistenz gegen a- 
Aminobuttersaure, Resistenz gegen Borrelidin oder 
Cyclopentan-Carboxylsaure, Resistenz gegen Rifampicin, 

30 Resistenz gegen Valin-Analoga wie beispielsweise 
Valinhydroxamat, Resistenz gegen Purinanaloga wie 
beispielsweise 6-Dimethylaminopurin, Bediirf tigkeit fur L- 
Methionin, gegebenenfalls partielle und kompensierbare 
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Bedurf tigkeit fur L-Isoleucin, Bedurf tigkeit fur meso- 
Diaminopimelinsaure, Auxotrophie beziiglich Threonin- 
haltiger Dipeptide, Resistenz gegen L-Threonin oder 
- — Threonin-Raf f inat , Resistenz gegen Homo serin, Resistenz 

5 gegen L-Lysin, Resistenz gegen L-Methionin, Resistenz gegen 
L-Glutaminsaure, Resistenz gegen L-Aspartat, Resistenz 
gegen L-Leucin, Resistenz gegen L-Phenylalanin, Resistenz 
gegen L-Serin, Resistenz gegen L-Cystein, Resistenz gegen 
L-Valin, Empf indlichkeit gegemiber Fluoropyruvat , defekte 

10 Threonin-Dehydrogenase, gegebenenfalls Fahigkeit zur 

Saccharose-Verwertung, Verstarkung des Threonin-Operons , 
Verstarkung der Homoserin-Dehydrogenase I-Aspartatkihase I 
bevorzugt der feed back resistenten Form, Verstarkung der 
Homoserinkinase, Verstarkung der Threoninsynthase, 

15 Verstarkung der Aspartatkinase, gegebenenfalls der feed 

back resistenten Form, Verstarkung der Aspartatsemialdehyd- 
Dehydrogenase, Verstarkung der Phosphoenolpyruvat- 
Carboxylase, gegebenenfalls der feed back resistenten Form, 
Verstarkung der Phosphoenolpyruvat-Synthase, Verstarkung 

20 der Transhydrogenase, Verstarkung des RhtB-Genproduktes , 
Verstarkung des RhtC-Genproduktes , Verstarkung des YfiK- 
Genproduktes , Verstarkung einer Pyruvat- Carboxylase, und 
Abschwachung der Essigsaurebildung. 

v Es wurde gefunden, dass Mikroorganismen der Familie 

25 Enterobacteriaceae nach Verstarkung, insbesondere 

Uberexpression des rseB-Gens, in verbesserter Weise L- 
Aminosauren, insbesondere L-Threonin produzieren. 

Die Nukleotidsequenzen der Gene von Escherichia coli 
gehoren zum Stand der Technik (Siehe nachfolgende 
30 Textstellen) und konnen ebenfalls der von Blattner et al. 
(Science 277: 1453-1462 (1997)) publizierten Genomsequenz 
von Escherichia coli entnommen werden. 



Das rseB-Gen wird unter anderem durch folgende Angaben 
beschrieben: 
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Bezeichnung: 
Funktion: 



Regulator der sigma-E Faktor-Aktivitat 
Regulation durch Interaktion mit der C- 
terminalen periplasmatischen Domane des 
RseA- Proteins 

Missiakas et al.; Molecular Microbiology 
24(2) , 355-371 (1997); De Las Penas et al . ; 
Molecular Microbiology 24(2): 373-385 
(1997); Collinet et al.; Journal of 
Biological Chemistry 275(43): 33898-33904 
(2000) 



5 Ref erenz : 
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Accession No.: AE000343 

Die Nukleinsauresequenzen konnen den Datenbanken des 
National Center for Biotechnology Information (NCBI) der 
National Library of Medicine (Bethesda, MD, USA) , der 
15 Nukleotidsequenz-Datenbank der European Molecular Biologies 
Laboratories (EMBL, Heidelberg, Deutschland bzw. Cambridge, 
UK) oder der DNA Datenbank von Japan (DDBJ, Mishima, Japan) 
en tnommen werden. 

Die in den angegebenen Textstellen beschriebenen Gene 
20 konnen erf indungsgemafi verwendet werden. Weiterhin konnen 
Allele der Gene verwendet werden, die sich aus der 
Degeneriertheit des genetischen Codes oder durch 
funktionsneutrale Sinnmutationen („sense mutations n ) 
ergeben. Die Verwendung endogener Gene wird bevorzugt. 

25 Unter „endogenen Genen" oder „endogenen Nukleotidsequenzen* 
vers teht man die in der Population einer Art vorhandenen 
Gene oder Allele beziehungsweise Nukleotidsequenzen. 

Zur Erzielung einer VerstSrkung kSnnen beispielsweise die 
Expression der Gene oder die katalytischen Eigenschaf ten 
30 der Proteine erhoht werden. Gegebenen falls konnen be ide 
MaSnahmen kombiniert werden. 

Zur Erzielung einer Uberexpression kann die Kopienzahl der 
entsprechenden Gene erhoht werden, oder es kann die 
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Promotor- und Regulationsregion oder die 
Ribosomenbindungsstelle, die sich stromauf warts des 
Strukturgens befindet, mutiert werden. In gleicher Weise 
— — wi-rken Expressiionskassetteny-die - stromauf warts des 
5 Strukturgens eingebaut werden. Durch induzierbare 

Promotoren ist es zusatzlich moglich, die Expression im 
Verlauf e der f ermentativen L-Threonin-Produktion zu 
steigern. Durch MaSnahmen zur Verlangerung der Lebensdauer 
der m-RNA wird ebenfalls die Expression verbessert. 

10 Weiterhin wird durch Verhinderung des Abbaus des 

Enzymproteins ebenfalls die Enzymaktivitat verstarkt. Die 
Gene oder Genkonstrukte konnen entweder in Plasmiden mit 
unterschiedlicher Kopienzahl vorliegen oder im Chromosom 
integriert und amplifiziert sein. Alternativ kann weiterhin 

15 eine Uberexpression der betreffenden Gene durch Veranderung 
der Medienzusammensetzung und Kulturf tihrung erreicht 
werden . 

Anleitungen hierzu f indet der Fachmann unter anderem bei 
Chang und Cohen (Journal of Bacteriology 134: 1141-1156 

20 (1978)), bei Hartley und Gregori (Gene 13: 347-353 (1981)), 
bei Amann und Brosius (Gene 40: 183-190 (1985) ), bei de 
Broer et al . (Proceedings of the National Academy of 
Sciences of the United States of America 80: 21-25 (1983)), 
bei Laval lie et al. ( BIO / TECHNOLOGY 11: 187-193 (1993)), in 

25 PCT/US97/13359, bei Llosa et al . (Plasmid 26: 222-224 

(1991)), bei Quandt und Klipp (Gene 80: 161-169 (1989)), 
bei Hamilton et al . (Journal of Bacteriology 171: 4617-4622 
(1989)), bei Jensen und Hammer (Biotechnology and 
Bioengineering 58: 191-195 (1998)) und in bekannten 

30 Lehrbiichern der Genetik und Molekularbiologie . 

In Enterobacteriaceae replizierbare Plasmidvektoren wie 
z.B. von pACYC184 abgeleitete Kloniervektoren (Bartolome et 
al.; Gene 102: 75-78 (1991)), pTrc99A (Amann et al.; Gene 
69: 301-315 (1988)) oder pSClOl-Derivate (Vocke und Bastia; 
35 Proceedings of the National Academy of Sciences USA 80(21): 
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6557-6561 (1983)) konnen verwendet warden. In einem 
erf indungsgemaSen Verfahren kann man einen mit einem 
Plasmidvektor trans formierten Stamm einsetzen, wobei der 
Plasmidvektor mindes tens- eine fur das rseB-Gen kodierende 
5 Nukleotidsequenz trSgt • 

Es ist ebenfalls moglich, Mutationen, die die Expression 
der jeweiligen Gene betreffen, durch Sequenzaustausch 
(Hamilton et al.; Journal of Bacteriology 171: 4617-4622 
(1989)), Konjugation oder Transduktion in verschiedene 
10 StSmme zu uberfiihren. 

We iter hin kann es fur die Produktion von L-Aminosauren, 
insbesondere L-Threonin mit Staramen der F ami lie 
Enterobacteriaceae vorteilhaf t sein, zusatzlich zur 
VerstSrkung des rseB-Gens, ein oder mehrere Enzyme des 

15 bekannten Threonin-Biosyntheseweges oder Enzyme des 
anaplerotischen Stof fwechsels oder Enzyme fur die 
Produktion von reduziertem Nicotinamid-Adenin-Dinukleotid- 
Phosphat oder Enzyme der Glykolyse oder PTS-Enzyme oder 
Enzyme des Schwef els tof fwechsels zu verstarken. Die 

20 Verwendung endogener Gene wird im allgemeinen bevorzugt. 

So konnen beispielsweise gleichzeitig eines oder mehrere 
der Gene, ausgewahlt aus der Gruppe 

das fiir die Aspartatkinase, die Homoserin-Dehydrogenase, 
die Homos erinkinase und die Threoninsynthase kodierende 
thrABC-Operon (US- A- 4 , 278 , 765), 

• das fur die Pyruvat -Carboxylase kodierende pyc-Gen von 
Corynebacterium glutamicum (WO 99/18228), 

• das fur die Phosphoenolpyruvat- Synthase kodierende pps- 
Gen (Molecular and General Genetics 231(2): 332-336 

30 (1992)), 

• das fiir die Phosphoenolpyruvat-Carboxylase kodierende 
ppc-Gen (Gene 31: 279-283 (1984)), 



25 
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• die fur die Transhydrogenase kodierenden Gene pntA und 
pntB (European Journal of Biochemistry 158: 647-653 
(1986)), 



• das Homoserinresistenz vermittelnde Gen rhtB 
5 (EP-A-0 994 190) , 

• das fur die Malat rChinon Oxidoreduktase kodierende mqo- 
Gen (WO 02/06459), 

• das Threoninresistenz vermittelnde Gen rhtC 
(EP-A-1 013 765), 

£ 10 • das fur das Threoninexport-Protein kodierende thrE-Gen 
von Corynebacterium glutamicum (WO 01/92545) , 

• das fur die Glutamat-Dehydrogenase kodierende gdhA-Gen 
(Nucleic Acids Research 11: 5257-5266 (1983); Gene 23: 
199-209 (1983) ) , 

15 • das fur das DNA-Bindeprotein HLP-II kodierende hns-Gen 
(Molecular and General Genetics 212: 199-202 (1988)), 

• das fur die Phosphoglucomutase kodierende pgm-Gen 
(Journal of Bacteriology 176: 5847-5851 (1994).), 

• das ftir die Fructose Biphosphat Aldolase kodierende fba- 
W 20 Gen (Biochemical Journal 257: 529-534 (1989)), 



• das ftir die Phosphohistidin-Protein-Hexose- 

Phosphotransf erase des Phosphotransf erase-Systems PTS 
kodierende ptsH-Gen des ptsHIcrr-Operons (Journal of 
Biological Chemistry 262: 16241-16253 (1987)), 

25 • das fur das Enzym I des Phosphotransf erase-Systems PTS 
kodierende ptsI-Gen des ptsHIcrr-Operons (Journal of 
Biological Chemistry 262: 16241-16253 (1987)), 



das ftir die Glucose-spezif ische IIA Komponente des 
Phosphotransf erase-Systems PTS kodierende crr-Gen des 
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ptsHIcrr-Operons (Journal of Biological Chemistry 262 : 
16241-16253 (1987) ) , 

• das far die Glucose-spezif ische IIBC Kqitponente 

kodierende ptsG-Gen (Journal of Biological Chemistry 

5 261: 16398-16403 (1986)), 

• das fur den Regulator des Leucin-Regulons kodierende 
lrp-Gen (Journal of Biological Chemistry 266: 10768- 
10774 (1991) ) , 

• das fur den globalen Regulator Csr kodierende csrA-Gen 
10 (Journal of Bacteriology 175: 4744-4755 (1993)), 

• das fur den Regulator des fad-Regulpns kodierende fadR- 
Gen (Nucleic Acids Research 16: 7995-8009 (1988)), 

• das fur den Regulator des zentralen 
Intermediarstof fwechsels kodierende iclR-Gen (Journal of 

15 Bacteriology 172: 2642-2649 (1990)), 

• das fur das 10 Kd Chaperon kodierende mopB-Gen (Journal 
of Biological Chemistry 261: 12414-12419 (1986)), das 
auch unter der Bezeichnung groES bekannt ist, 

• das fur die kleine Untereinheit der Alkyl Hydroperoxid 
20 Reduktase kodierende ahpC-Gen des ahpCF-Operons 

(Proceedings of the National Academy of Sciences USA 92: 
7617-7621 (1995) ) , 

• das fur die grofie Untereinheit der Alkyl Hydroperoxid 
Reduktase kodierende ahpF -Gen des ahpCF-Operons 

25 (Proceedings of the National Academy of Sciences USA 92: 
7617-7621 (1995)), 

• das fur die Cystein-Synthase A kodierende cysK-Gen 
(Journal of Bacteriology 170: 3150-3157 (1988)), 
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• das fiir den Regulator des cys-Regulons kodierende cysB- 
Gen (Journal of Biological Chemistry 262: 5999-6005 
(1987)), 

• das fur das Flavoprotein der NADPH-Sulf it-Reduktase 
kodierende cys J-Gen des cys JIH-Operons (Journal of ' 
Biological Chemistry 264: 15796-15808 (1989), Journal of 
Biological Chemistry 264: 15726-15737 (1989)), 

• das fiir das Hamoprotein der NADPH-Sulf it-Reduktase 
kodierende cysI-Gen des cys JIH-Operons (Journal of 
Biological Chemistry 264: 15796-15808 (1989), Journal of 
Biological Chemistry 264: 15726-15737 (1989)), 

• das fur die Adenylylsulf at-Reduktase kodierende cysH-Gen 
des cysJIH-Operons (Journal of Biological Chemistry 264: 
15796-15808 (1989) , Journal of Biological Chemistry 264: 
15726-15737 (1989) ) , 

• das fur ein Membranprotein mit anti-sigmaE-Aktivitat 
kodierende rseA-Gen des rseABC-Operons (Molecular 
Microbiology 24 (2) : 355-371 (1997)), 

• das fur die Decarboxylase Untereinheit der 2- 
Ketoglutarat Dehydrogenase kodierende sucA-Gen des 
sucABCD-Operons (European Journal of Biochemistry 141 
(2) : 351-359 (1984) ) , 

• das fur die Dihydrolipoyltranssuccinase E2 Untereinheit 
der 2-Ketoglutarat Dehydrogenase kodierende sucB-Gen des 
sucABCD-Operons (European Journal of Biochemistry 141 
(2) : 361-374 (1984) ) , 

• das fur die P-Untereinheit der Succinyl-CoA Synthetase 
kodierende sucC-Gen des sue ABCD-Operons (Biochemistry 
24 (22): 6245-6252 (1985)), 
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• das fur die a-Untereinheit der Succinyl-CoA Synthetase 
kodierende sucD-Gen des sucABCD-Operons (Biochemistry 24 
(22): 6245-6252 (1985)), und 

• das fiir die Aldehyd- Dehydrogenase (E.C. 1.2.1.3) 
kodierende aldH-Gen (Gene 99(1): 15-23 (1991)), 

verstarkt, insbesondere uberexprimiert werden. 

Weiterhin kann es fiir die Produktion von L-Aminosauren, 
insbesondere L-Threonin vorteilhaft sein, zusatzlich zur 
Verstarkung des rseB-Gens, eines oder mehrere der Gene 
ausgewahlt aus der Gruppe 

• das fur die Threonin-Dehydrogenase kodierende tdh-Gen 
(Journal of Bacteriology 169: 4716-4721 (1987)), 

das fur die Malat-Dehydrogenase (E,C. 1.1.1.37) 
kodierende mdh-Gen (Archives in Microbiology 149: 36-42 
(1987)), 

• das Genprodukt des offenen Leserahmens (orf) yjfA 
(Accession Number AAC77180 des National Center for 
Biotechnology Inf ormation (NCBI, Bethesda, MD, USA) , 
WO 02/29080), 

• das Genprodukt des offenen Leserahmens (orf) ytfP 
(Accession Number AAC77179 des National Center for 
Biotechnology Information (NCBI, Bethesda, MD, USA) , 
WO 02/29080) , 

• das f ur das Enzym Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase 
kodierende pckA-Gen (WO 02/29080), 

• das fur die Pyruvat-Oxidase kodierende poxB-Gen 
(WO 02/36797) , 



das fiir das Enzym Isocitrat-Lyase kodierende aceA-Gen 
(Journal of Bacteriology 170: 4528-4536 (1988)), 
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das fur den DgsA-Regulator des Phospho trans f erase- 
Systems kodierende dgsA-Gen (Bioscience, Biotechnology 
and Biochemistry 59: 256-251 (1995)), das auch unter der 
Bezeichnung mlc-Gen bekannt ist, 

das fur den Fructose-Repressor kodierende f ruR-Gen 
(Molecular and General Genetics 226: 332-336 (1991)), 
das auch unter der Bezeichnung cra-Gen bekannt ist, 

das fur den Sigma 38 -Faktor kodierende rpoS-Gen (WO 
01/05939), das auch unter der Bezeichnung katF-Gen 
bekannt ist, und 

das fur die Aspartat Ammonium- Lyase kodierende aspA-Gen 
(Nucleic Acids Research 13(6): 2063-2074 (1985) ), 

abzuschwSchen, insbesondere auszuschalten oder die 
Expression zu verringern. 

15 Der Begriff „ Abs chwa chung * beschreibt in dies em 

Zusammenhang die Verringerung oder Ausschaltung der 
intrazellularen Aktivitat oder Konzentration eines oder 
mehrerer Enzyme bzwV Proteine in einem Mikroorganismus , die 
durch die entsprechende DNA kodiert werden, indem man 

20 beispielsweise einen schwachen Promotor oder ein Gen bzw. 
Allel verwendet, das fur ein entsprechendes Enzym bzw. 
0t Protein mit einer niedrigen Aktivitat kodiert bzw. das 

entsprechende Enzym (Protein) oder Gen inaktiviert und 
gegebenenfalls diese Mafinahmen kombiniert. 

25 Durch die MaSnahmen der Abschwachung wird die Aktivitat 
oder Konzentration des entsprechenden Proteins im 
allgemeinen auf 0 bis 75%, 0 bis 50%, 0 bis 25%, 0 bis 10% 
oder 0 bis 5% der AktivitSt oder Konzentration des Wildtyp- 
Proteins, beziehungsweise der Aktivitat oder Konzentration 

30 des Proteins im Ausgangs -Mikroorganismus, herabgesenkt . 



5 • 



10 



Weiterhin kann es fur die Produktion von L-AminosSuren, 
insbesondere L-Threonin vorteilhaf t sein, zusatzlich zur 
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Verstarkung des rseB-Gens, unerwunschte Nebenreaktionen 
auszuschalten (Nakayama: "Breeding of Amino Acid Producing 
Microorganisms* , in: Overproduction of Microbial Products, 
Krumphanzl, Sikyta, Vanek (eds.), Academic Press, London, 
5 UK, 1982) . 

Die erf indungsgemaS hergestellten Mikroorganismen k6nnen im 
batch - Verfahren (Satzkultivierung) , im fed batch 
(Zulaufverfahren) oder im repeated fed batch- Verfahren 
(repetitives Zulaufverfahren) kultiviert werden. Eine 

10 Zusammenfassung \iber bekannte Kultivierungsmethoden sind im 
Lehrbuch von Chmiel (Bioprozesstechnik 1 . Einf uhrung in die 
Bioverfahrenstechnik (Gustav Fischer Verlag, Stuttgart, 
1991) ) oder im Lehrbuch von Storhas (Bioreaktoren und 
periphere Einrichtungen (Vieweg Verlag, 

15 Braunschweig/ Wiesbaden, 1994)) beschrieben. 

Das zu verwendende Kulturmedium muss, in geeigneter Weise 
den Anspruchen der jeweiligen Stamme gentigen. 
Beschreibungen von Kulturmedien vers chiedener 
Mikroorganismen sind im Handbuch "Manual of Methods for 
20 General Bacteriology * der American Society for Bacteriology 
(Washington D.G. , USA, 1981) enthalten. 

Als Kohlenstoff quelle konnen Zucker und Kohlehydrate wie 
z.B. Glucose, Saccharose, Laktose, Fructose, Maltose', 
Melasse, Starke und gegebenenfalls Cellulose, Ole und Fette 

25 wie z.B. Sojaol, Sonnenblumenol , Erdnussol und Kokosfett, 
Fettsauren wie z.B. Palmitinsaure, Stearinsaure und 
Linolsaure, Alkohole wie z.B. Glycerin und Ethanol und 
organische Sauren wie z.B. EssigsSure verwendet werden. 
Diese Stoffe k6nnen einzeln oder als Mischung verwendet 

30 werden. 

Als Stickstof fquelle konnen organische Stickstof f-haltige 
Verbindungen wie Peptone, Hefeextrakt, Fleischextrakt, . 
Malzextrakt, Maisquellwasser , So jabohnenmehl und Harnstoff 
oder anorganische Verbindungen wie Ammoniumsulf at , 
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Ammoniumchlorid, Airunoniumphosphat , Ammoniumcarbonat und 
Ammoniumnitrat verwendet werden. Die Sticks toff quellen 
konnen einzeln oder als Mischung verwendet werden. 



Als Phosphorquelle konnen Phosphorsaure, 
5 Kaliumdihydrogenphosphat oder Dikaliumhydrogenphosphat oder 
die entsprechenden Natrium-haltigen Salze verwendet werden. 
Das Kulturmedium muss weiterhin Salze von Metallen 
enthalten, wie z.B. Magnesiumsulf at oder Eisensulfat, die 
fur das Wachs turn notwendig sind. SchlieSlich konnen 

10 essentielle Wuchsstoffe wie Aminosauren und Vitamine 

zusatzlich zu den oben genannten Stoffen eingesetzt werden. 
/■r^\ Dem Kulturmedium konnen uberdies geeignete Vorstuf en 

zugesetzt werden. Die genannten Einsatzstof f e konnen zur 
Kultur in Form eines einmaligen Ansatzes hinzugegeben oder 

15 in geeigneter Weise wahrend der Kultivierung zugefiittert 
werden. 

Die Fermentation wird im. allgemeinen bei einem pH-Wert vori 
5,5 bis 9,0, insbesondere 6,0 bis 8,0, durchgefuhrt. Zur 
pH-Kontrolle der Kultur werden basische Verbindungen wie 

20 Natriumhydroxid, Kaliumhydroxid, Ammoniak bzw. 

Ammoniakwasser oder saure Verbindungen wie PhosphorsSure 
oder Schwefelsaure in geeigneter Weise eingesetzt. Zur 
Kontrolle der Schaumentwicklung konnen Antischaiammittel wie 
X g|; z.B. Fettsaurepolyglykolester eingesetzt werden. Zur 

25 Aufrechterhaltung der Stabilitat von Plasmiden konnen dem 
Medium geeignete selektiv wirkende Stoffe z.B. Antibiotika 
hinzugefiigt werden. Urn aerobe Bedingungen 
aufrechtzuerhalten, werden Sauerstoff oder Sauerstoff- 
haltige Gasmischungen wie z.B. Luft in die Kultur 

30 eingetragen. Die Temperatur der Kultur liegt normalerweise 
bei 25°C bis 45°C und vorzugsweise bei 30°C bis 40°C. Die 
Kultur wird solange fortgesetzt, bis sich ein Maximum an L- 
Aminosauren bzw. L-Threonin gebildet hat. Dieses Ziel wird 
normalerweise innerhalb von 10 Stunden bis 160 Stunden 

35 erreicht. 
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Die Analyse von L-Aminosauren kann durch 
Anionenaustauschchromatographie mit anschlieSender 
Ninhydrin Derivatisierung erfolgen, so wie bei Spackman ..et 

al (Analytical Chemistry 30: 11-90-1206 (1958) ) 

beschrieben, oder sie kann durch reversed phase HPLC 
erfolgen, so wie bei Lindroth et al. (Analytical Chemistry 
51: 1167-1174 (1979)) beschrieben. 

Das erf indungsgemaSe Verfahren dient zur f ermentativen 
Herstellung von L-Aminosauren, wie beispielsweise L- 
Threonin, L-lsoleucin, L-Valin, L-Methionin, L-Homoserm 
und L-Lysin, insbesondere L-Threonin. 
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Patentanspriiche 

1. Verfahren zur Herstellung von L- Aminos aur en , 
insbesondere L-Threonin, dadurch gekennzeichnet , dass 
man folgende Schritte durchfuhrt: 

a) Fermentation der die gewiinschte L-Aminosaure 
produzierenden Mikroorganismen der Familie 
Enterobacteriaceae, in denen man das rseB-Gen oder 
daftir kodierende Nukleotidsequenzen verstarkt, 
insbesondere iiberexprimiert , 

b) Anreicherung der gewiinschten L-Aminosaure im Medium 
oder in den Zellen der Mikroorganismen, und 

c) Isolierung der gewiinschten L-Aminosaure wobei 
gegebenenfalls Bestandteile der Fermentationsbriihe 
und/oder die Biomasse in ihrer Gesamtheit oder 
Anteilen (> 0 bis 100%) davon im Produkt 
verbleiben. 

2. Verfahren gemaS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass man Mikroorganismen einsetzt, in denen man 
zusatzlich weitere Gene des Biosyntheseweges der 
gewiinschten L-Aminosaure verstSrkt. 

3. Verfahren gemaS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass man Mikroorganismen einsetzt, in denen die 
Stof fwechselwege zumindest teilweise ausgeschaltet 
sind, die die Bildung der gewiinschten L-Aminosaure 
verringern. 

4. Verfahren gemafi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass man die Expression des (der) Polynukleotids (e) , 
das (die) fur das rseB-Gen kodiert (kodieren) , erhoht. 

5* Verfahren gemaS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, 
dass man die regulatorischen und/oder katalytischen 
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r 



Eigenschaf ten des Polypeptids (Proteins) verbessert 
oder erhoht, fur das das Polynukleotid rseB kodiert. 

6. Verfahren gemSS Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
dass man zur Herstellung von L-Aminosauren 
5 Mikroorganismen der Familie Enterobacteriaceae 

fermentiert, in denen man zusatzlich gleichzeitig eines 
oder mehrere der Gene, ausgewahlt aus der Gruppe: 

6*1 das fur die Aspartatkinase, die Homoserin- 
Dehydrogenase, die Homos erinkinase und die 
10 Threoninsynthase kodierende thrABC^Operon, 

6.2 das fiir die Pyruvat -Carboxylase kodierende pyc- 
Gen, 

6.3 das fiir die Phosphoenolpyruvat-Synthase 
kodierende pps-Gen, 

15 6.4 das fiir die Phosphoenolpyruvat-Carboxylase 

kodierende ppc- Gen, 

6.5 die fiir die Transhydrogenase kodierenden Gene 
pntA und pntB, 

6.6 das Homoserinresistenz vermittelnde Gen rhtB, 

20 6.7 das fur die Malat:Chinon Oxidoreduktase 

kodierende mqo-Gen, 

6.8 das Threoninresistenz vermittelnde Gen rhtC, 

6.9 das fiir das Threoninexport- Protein kodierende 
thrE-Gen, 

25 6.10 das fiir die Glutamat- Dehydrogenase kodierende 

gdhA-Gen, 



6.11 



das fiir das DNA-Bindeprotein HLP-II kodierende 
hns -Gen, 
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6.12 das fur die Phosphoglucomutase kodierende pgm- 
Gen, 

6.13 das fur die Fructose Biphosphat Aldolase 
kodierende f ba-Gen , 

5 6.14 das fur die Phosphohistidin-Protein-Hexose- 

Phosphotransf erase kodierende ptsH-Gen, 

6.15 das fur das Enzym I des Phospho trans ferase- 
Systems kodierende ptsI-Gen, 

6.16 das fur die Glucose-spezif ische IIA Komponente 

4^- 10 kodierende crr-Gen, 

y 

6.17 das fur die Glucose-spezif ische IIBC Komponente 
kodierende ptsG-Gen, 

6.18 das fur den Regulator des Leucin-Regulons 
kodierende lrp-Gen, 

15 6.19 das fur den globalen Regulator Csr kodierende 

csrA~Gen, 

6.20 das fur den Regulator des fad-Regulons 
kodierende fadR-Gen, 

A ^ 6.21 das fiir den Regulator des zentralen 

A - 20 Intermedi&rstof fwechsels kodierende iclR-Gen, 

6.22 das fur das 10 Kd Chaperon kodierende mopB-Gen, 

6.23 das fiir die kleine Untereinheit der Alkyl 
Hydroperoxid Reduktase kodierende ahpC-Gen, 

6.24 das fiir die grofee Untereinheit der Alkyl 

25 Hydroperoxid Reduktase kodierende ahpF-Gen, 

6.25 das fur die Cystein-Synthase A kodierende cysK- 
Gen, 
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6.26 das fur den Regulator des cys-Regulons 
kodierende cysB-Gen, 

6.27 das fur das Flavoprotein der NADPH-Sulf it- 
Reduktase kodierende cysJ-Gen, 

5 6.28 das fur das Hamoprbtein der NADPH-Sulf it- 

Reduktase kodierende cysI-Gen, 

6.29 das fiir die Adenylylsulfat-Reduktase kodierende 
cysH- Gen, 

6.30 das fur ein Membranprotein, das als negativer 
10 Regulator auf die sigmaE-Aktivitat wirkt, 

kodierende rseA-Gen, 

6.31 das fur die Decarboxylase Untereinheit der 2- 
Ketoglutarat Dehydrogenase kodierende sucA-Gen, 

6.32 das fur die Dihydrolipoyltranssuccinase E2 : 
15 Untereinheit der 2 -Ketpglutar at Dehydrogenase 

kodierende sucB-Gen, 

6.33 das fiir die (5-Untereinheit der Succinyl-CoA , 
Synthetase kodierende sucOGen, 

6.34 das fiir die a-Untereinheit der Succinyl-CoA 
20 Synthetase kodierende sucD-Gen, und 

6.35 das fiir die Aldehyd- Dehydrogenase kodierende 
aldH-Gen, 

verstarkt, insbesondere iiberexprimiert . 

7. Verfahren gemfifi Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet , 
25 dass man zur Herstellung von L-AminosSuren 

Mikroorganismen der Familie Enterobacteriaceae 
ferraentiert, in denen man zusatzlich gleichzeitig eines 
oder mehrere der Gene, ausgewahlt aus der Gruppe: 
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7.1 

5 7.3 
7.4 
7.5 

10 

7.6 
7.7 



das far die Threonin-Dehydrogenase kodierende 
tdh-Gen, 

das fur die Malat-Dehydrogenase kodierende mdh- 
Gen, 

das Genprodukt des of fenen Leseranmens (orf ) 
yjfA, 

das Genprodukt des of fenen Leseranmens (orf) 
ytfP, 

das far die Phosphoenolpyruvat-Carboxykinase 
kodierende pckA-Gen, 

das far die Pyruvat-Oxidase kodierende poxB- 
Gen, 

das fur die isocitrat-Lyase kodierende aceA- 
Gen, 



das fur den DgsA-Regulator des 

Phosphotransferase-Systems kodierende dgsA-Gen, 



15 7.8 

Phos 

fur den Fructose-Repressor kodierende fruR- 



7 . 9 das 
Gen, 

7.10 das far den Sigma 38 -Faktor kodierende rpoS-Gen, 
20 nnd 

7.11 das far die Aspartat Ammonium- Lyase kodierende 
aspA-Gen, 

abschwacht, insbesondere ausschaltet oder die 
Expression verringert. 

25 8 Mikroorganismen der Familie Enterobacteriaceae 

insbesondere der Gattung Escherichia, in denen das 
rseB-Gen oder dafar kodierende Nukleotidsequenzen 
verstarkt , insbesondere Oberexpr imiert , vor lxegt . 
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Zusammenfas sung 

Die Erfindung betrifft ein Verfahren zur Herstellung von L- 
Aminosauren, insbesondere L-Threonin, in dem man folgende 
Schritte durchfuhrt: 

5 a) Fermentation der die gewiinschte L-Aminosaure 
produzierenden Mikroorganismen der Familie 
Enterobacteriaceae, in denen man das rseB-Gen oder 
dafiir kodierende Nukleotidsequenzen verstarkt, 
insbesondere iiberexprimiert / 

10 b) Anreicherung der gewvinschten L-AminosSure im Medium 
oder in den Zellen der Bakterien, und 

c) Isolierung der gewvinschten L-AminosSure 



